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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Behandiung von 
5 biologischem Material, zumindest bestehend aus einer nach auBen zumindest . 
verschlieBbaren Kammer mit einem Innenraum zur Aufnahme des biologischen 
Materials, wobei die Kammer zumindest eine Elektrode aufweist, die mit dem 
Innenraum der kammer in Kontakt steht und zur Erzeugung eines elektrischen 
Feldes vorgesehen ist. Die Erfindung betrifft ferner eln Verfahren zur Behandlung 

10 von biologischem Material, bei dem das biologische Material in den Innenraum 
/ elner nach aufien zumindest verschlieBbaren Kammer eingebracht wird, welche 
zumindest eine Elektrode aufweist, die mit dem Innenraum der Kammer in Kontakt 
steht und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes vorgesehen ist, welches nach 
dem Einbringen des blologischen Materials in dem Innenraum erzeugt wird durch 

1 5 Anlegen einer Spannung an die Elektrode und eine weitere mit dem Innenraum der 
Kammer in Kontakt stehehde Elektrode. Die Kammer welst erfindungsgemaG 
zumindest eine Zuleitung a uf, welche in raumlicher NShe zu der Elektrode 
mindestens eine Offnung aufweist Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wird 
nach dem Erzeugen des elektrischen Feides das biologische Material mittels einer 

20 Ldsung, die Qber eine Zuleitung der Kammer an zumindest einer Elektrode entlang 
geleitet wird, annahemd vollstandig aus dem Innenraum der Kammer ausgespOrt. 
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Vorrichtung und Verfahren zur Behandlung 
von biologischem Material 

* * • • 

Die Erflndung betriffi eine Vorrichtung zur Behandlung von biologischem 
5 Material, zumindest • bestehend aus einer nach auBen zumindest 
verschlieBbaren Kamrner mrt einem Innenraum zur Aufnahme des biologischen 
Materials,, wobei die Kamrner zumindest eine Elektrode aufweist, die mit dem 
Innenraum der Kamrner in Kontakt steht und zur Erzeugung eines elektrischen 
Feldes vorgesehen 1st. Die Erflndung betriffi ferner ein Verfahren zur 

10 Behandlung von biologischem Material, bei dem das biologische Material in den 
Innenraum einer* nach auBen zumindest verschlieBbaren Kamrner eingebracht 
wird, welche zumindest eine Elektrode aufweist, die mit dem Innenraum der 
Kamrner in Kontakt steht und zur Erzeugung elnes elektrischen Feldes 
vorgesehen ist, welches nach dem Einbringen des biologischen Materials in 

15 dem Innenraum erzeugt wird durch Anlegen einer Spannung an die Elektrode 
und eine weitere mit dem Innenraum der Kamrner in Kontakt stehende 
* Elektrode. * 

Das Einbringen btologisch aktiver MolekQle, wie beispieteweise DNA, RNA Oder 
20 Proteine, in lebende Zellen stellt ein wichtiges Instrument zur Untersuchung 
biologischer Funktionen dteser MolekQle dar. Eine bevorzugte Methode zum 
Einbringen von F^remdmolekQlen in die Zellen ist dabei die Elektroporation, 
welche im Gegensatz zu chemischen Methodennicht auf den gleichzeitigen 
. Transport' anderer biologisch aktiver MolekQle angewiesen ist. Bei der 
25 Elektroporation werden die FremdmolekUle aus . einer an , die Zellen 
angepassten Puffertflsung oder einem Zellkulturmedium durch einen 
kurzzeitigen Stromfluss in die Zellen eingebracht, wobel durch die Wirkung der 
kurzen elektrischen Impulse die = Zellmembran fur die FremdmolekUle 
durchlassig gemacht wird. ' Die Zellsuspenslon befindet sich dabei haufig in 
30 einer sogenannten KQvette, d.h. einem schmalen, nach oben offenen GefaB, 
das in der Nahe ihres Bodens zwei gegenGberiiegende, parallele Elektroden in 
den Seitenwanden aufweist, welche zum Anlegen der elektrischen Spannung 
dienen. Durch die kurzzeitig entstehenden „Poren h in der Zellmembran 
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gelangen die bfologisch aktiven Molekule zunachsf In das 'Zytoplasma, in. dem 
sie ggf. bereits ihre zu untersuchende Funktion ausuben konnen, und daraufhin 
unter bestimmten Bedingungen auch in den Zeilkern. 

5 Durch das kurzzeitlge Anlegen eines starken' eiektrischen Feides, d.h. eiries 
kurzen Pulses mit hoher Stromdichte, kdnnen darober. hjnaus auch Zelien, 
Zellderivate, subzeiluiare Partikel und/oder Vesikei fusioniert warden, Bei dieser 
sogenannten Elektrofusion werden. die Zelien beispiefsweise zunachst durch 
eih inhomogenes elektrisches Weehselfeid In engen Membrahkontakt gebracht. 
10 Durch das anschlieSende Anlegen eines eiektrischen Feldpulses kommt es 
dann zur Interaktion von Membranteilen, die schliefilich zur Fusion fQhrt. Far die 
Elektrofusion konnen dabei vergleichbare apparath/e Vonichtungen verwendet 
warden, wie for die Elektroporatlon. 

15 Vorrichtungen der eingangs genannten Art sind bekannt und werden vor aliem 
bei der Elektroporation oder Elektrofusion in Form von KQvetfen mit eingetegten 
Elektroden aus Metall elngesetzt. Die fur diesen Zweck verwendeten Behalter 
sind meist schmale, nach oben offene GefiBe, deren Innenraum aus jeweite 
zwei Paaren parallel und gegenuberliegerid angeordneter Sertenwande gebildet 
20 wird. Der Innenraum dient dabei der Aufnahme der Zellsuspension, d.h. in der 
Regel etner wassrigen Pufferlosung oder eines Zellkulturmediums, in dem die 
zu behandelnden Zelien suspendiert sind. Zum Anlegen einer eiektrischen 
Spannung weisen solche KOvetten zumeist im unteren Bereich eines Paares 
gegenQberllegender SeitenwSnde eih • Elektrodenpaar auf. Bei einer 
eiektrischen Entiadung flieSt zwischen den beiden Elektroden ein elektrischer 
Strom durch die Zellsuspension, der elnen Transport der Nukleins§uren oder 
anderer MolekQIe in die Zelien bewirkt oder je nach den gewahlten 
Bedingungen zur Zel!f,usion fQhrt. Die Elektroden bestehen dabei zumeist aus 
Metall, wobei haufig Aluminium verwendet wird. 



25 



30 



Aus der DE 33 21 239 C2 ist beispielsweise eine Kammer zur Behandlung von 
Zelien im eiektrischen Feld bekannt, die einen Innenraum zur Aufnahme einer 
lebende Zelien enthartenden Suspension aufweist, in den wenigstens zwel 



atum 16.09.02 23:21 FAXG3 Nr: 576719 von NVS:FAXG3.I0.01 01/02116915509 (Seite.5 von 38) 





Elektroden hineinragen. Die Elektroden dienen wie Qblich dem Anlegen einer 
Spannung zur Erzeugung eines elektrischen Feldes zwischen den Elektroden, 
wobel die Zellen diesem elektrischen Veld ausgesetzt sind. Die Kammer ist 
v zwar for die Fusion von Zellen vorgesehen, kahn aber ebenso fur das 
5 Einschleusen von Nukleinsauren in die Zellen, d. h. die sogenannte 
Elektroporation, verwendet werden. Der Innenraum der Kammer ist allseitlg 
hermetisch verschlossen, wobef ein Bereich der den Innenraum umgebenden 
Wandung mrttels einer Nadel oder Kanule perforlerbar ist. So kann die 
Wandung teilweise aus einer perforierbaren Folie aus Acetylcellulose bestehen. 

10 Durch diese perforierbare Folie kann die Zellsuspension in die Kammer 
eingefoilt und aus dieser wieder entnommen werden. Dies hat den Vorteil, dass 
die Behandlung der Zellen unter sterilen Bedingungen erfolgen kann. Die 
Kammer kann allerdings nach der Behandlung der Zellen nur sehr umstandlich 
und mit unbefriedigendem Ergebnis ausgespfilt werden, so dass stets ein nicht 

15 unerheblicher Tell der behandelten Zellen im Innenraum der Kammer verbleibt 

Aus der DE 33 17 415 C2 istfemer eine Kammer zur Behandlung von Zellen im 
elektrischen Feld bekannt, bei welcher der Innenraum yon elnem Innenkorper 
und einer den Innenkorper urn dessen LSngsachse mit gleichbleibendem 

20 Abstand umschlteSenden AuBenhQlle begrenzt ist. Die in den Innenraum 
hinelnragenden Elektroden umgeben den Innenkorper dabei in Form einer 
mehrganglgen Schraube mit gleichblelbender Steigung. Zum Einbringen der 
Zellsuspension in die. Kammer weist diese eine verschiiefibare Zuleitung und 
zur Entnahme der Zellsuspension eine verschlleBbare Ableitung auf. Diese 

25 Kammer kann folglich auch als Durchflusskammer verwendet werden, indem 
eine vorbestimmte Menge der Zellsuspension in die Kammer gedrdckt oder 
gesaugt wird. anschlieGend die elektrische Behandlung vorgeriommen wird und 
schlieBlich die in der Kammer befindliche Zellsuspension aus der Kammer 
gedruckt oder gesaugt und durch eine neue Menge an Zellsuspension ersetet 

30 wird. Nach der elektrischen Behandlung der Zellen kann der Innenraum mit 
einer Reinlgungslosung durchgespQIt werden, wobel die ReinigungslSsung, Ober 
• ein Porensystem in den Innenraum gedrOckt. werden kann. Ein effektjves 
Ourchspoien der Kammer nach der elektrischen Behandlung der Zellen ohne 
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Verwendung einer ReinigungslSsung. d. h. unter Erhaltung der Lebensfihigkeft 
der Zellen, ist aber auch hier nicht m6glich,.da die Losung nicht mit hoher 
Flle&geschwindigkeit an der gesamten Oberflache der Elektroden vorbeiflieBen 
kann. 

5 • ' ' ' 

Aus der DE 35 22 610 C2 ist eine weitere Kammer ftir die Behandlung von 
Zellen im elektrischen Feld bekannt, bei der die deh Innenraum zur Aufnahme 
der Zellsuspension bildenden Wande aus einer innenliegehden und einer 
auBenliegenden Elektrode bestehen. Die Kammer weist eine durch einen 
10 Stopfen verschlossene Offnung zurn EinfUllen der Zellsuspension und eine 
AusfOHSffnung zum Entnehmen der behandelten Zellen auf Mlttels einer 
Pipette kann dabei eine dosierte Menge der Zellsuspension in den Innenraum 
d|^^ eingefQIlt und anschlieBehd elektrisch behandelt werden. Durch EinfDIIen einer 

welteren genau dosierten Lfisungsmenge wird die behandelte Zellsuspension 
. 15 dann nach unten durch die AusfOlloffnung aus dem Innenraum gedrQckt. 
Aufgrund der Geometrie der Kammer und der Anordnung der Elektroden In 
Form einer Innenliegenden und einer auBenliegenden Elektrode 1st aber auch 
hier eln AusspQIen der behandelten Zellen mit hoher FlieBgeschwindigkeit nicht 
mogfich. 

.20 

Die US 4,849,089 beschreibt eine Kammer zur elektrischen Behandlung von 
Vesikeln, die durch eine krelsfSrmige Einfassung gebildet jst Der Innenraum 
der Kammer zur Aufnahme der Zellsuspension wird durch einen von der 
Einfassung beabstandeten inneren Ring gebildet. Das zwischen der Einfassung 
25 und dem inneren Ring llegende (solierende Material ist von zwei KanSlen 
durchbrochen, die den Innenraum von au&en zuganglich machen. Ober dlese 
Kanaie kann die Zellsuspension in den Innenraum eingefQIlt und wieder. 
entnommen werden. Die Elektroden bestehen jeweils aus kreisfarmigen 
Flatten, die von oben und von unten In die Einfassung eingeiegt werden und 
30 den Boden bzw. den Deckel des Innenraums bilden. Aufgrund der 
kreisformigen Geometrie des Innenraums und der oben bzw. unten liegenden 
Elektroden ist eln effektives DurchspOlen und somit vollstandiges Aussptllen 
der behandelten Zellen bei dieser Vorrichtung ebenfells nicht mdglich. 
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Die bisher bekannten Vorrfchtungen und Verfahren zur Elektroporation und 
Elektrofusion haben den Nachteil, dass die behandelten Zeiien Oder Vesike) der 
Kammer nur unvollstSndig, d. h. mit relativ hohem Verlust an biologischem 
Material; wieder entnehmbar sind. Insbesondere, wenn die verwentieten 
5 Spannungspuise eine sehr hohe Feldstarke aufweisen, d. h. das elektrische 
Feld feine hohe Stromdichte aufweist, fagert sicli haufig Zellmaterial an den 
Elektroden. vor allem an der Kathode, ab. DarQber hinaus kommt es h§ufig zu 
einer starken Gasentwickliing, die zur Schaumbildung fuhrt, was ebenfalls ein 
vollstandiges Entnehmen der behandeften Zellen erschwert 
10 . 

Es ist daher Aufjgabe der Erfindung, eine Vprrichtung und ein Verfahren der 
eingangs genannten Art zu schaffen," welche die vprgenannten Nachteile 




vermeiden und eine m6gllchst vollst^ndige RQckgewinnung der behandelten 
Zellen aus efrier nach aufien verschlossenen Kammer ermeglichen. 



ErfindungsgemSft wird die Aufgabe hinsichtlich der Vorribhtung dadurch geldst, 
. dass die Kammer zumindest eine Zuleitung aufweist, welche in raumlicher 
Nahe zu der Elektrode mindestens eine Offnung aufweist. Durch diese 
besondere Anordnung kann, der Innenraum der Kammer, auch in 

20 geschlossenem Zustand und unter sterilen Bedingungen, sehr effektiv gespQIt 
werden, wpbel insbesondere der kritische Bereich der Elektrode zunachst von 
der Losung umspult wird. Hierdurch kann an den inneren OberflSchen der 
Kammer anheftendes biologisches Material sehr effektiv abgeldst werden, was 
zu einer nahezu vpllstSndigen RQckgewinnung des eingesetzten Materials fQhrt. 

25 Dies ist vor allem bei Anwendungen von Vortell, bei denen kostbares, nur in 
begrenzten Mengen verfQgbares Material verwendet wird. 

Dabei ist es besonders vorteilhaft; wenn die Zuleitung kanalfdrmig ausgeblldet 
ist, d. h. einen im VerhSltnis zu ihrer LSngserstreckung geringen Querschnitt 
30 aufweist Durch eine , solche Ausgestaltung kann eine hohe : 
Fliessgeschwindigkeit In der Zuleitung und damit auch arv deren Offnung 
erreicht werden. 

v 
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In.besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung kann.sich der innere 
Durchmesser der Zuleitung in Richtung der Elektrode verringern, was ebenfalls 
zu einer hohen Fliessgeschwindfgkert an der Ofthung der Zuleitung und damit 
zu einem effektiven Spulvorgang fuhrt. Die Verringerung des Durchmessers , 
kann dabet allmahlich und gleichmaBig Qber die gesamte Lahge der Zuleitung 
erfolgen oder aber auf den Bereich in der Nahe der Ofthung beschrankt sein. 
Im letzteren Fall kann, die Offnung beispielsweise auch dusenarKg ausgebildet 



sein. 



10 In weiterer Ausgestaltung der Erfindung 1st vorgesehen. dass mindestens ein 
durch eine Wandung gebildetes Behaltnls zur Aufnahme einer Lfisung Qber die 
Zuleitung mit dem Innenraum zumindest verbindbar 1st. Dies. 1st besonders 
dann von yorteil, wehn die Behandlung der Zellen nicht In einem 
Zellkulturmedium, sondern In einer for die elektrische Behandlung optfmlerten 
15 Pufferiosung durehgefQhrt wird. In diesem Fall ist es notwendig, die 
PufferlSsung kurz nach Abschluss der Behandlung mit einer Losung zu 
verdonnen, die fQr die Zellen geeignet Ist. Durch die direkte Verblndbarkeit des 
Behaltnisses mit dem Innenraum Ist sichergestellt, dass die Verdunnung der bei 
der Behandlung veiwendeten Pufferldsung schnell und unkompliziert erfolgen 



20 kann. 



Das Behaltnls mit der Losung zum Spolen der Kammer kann mit. dem 
Innenraum verbunden werden, wobei der Innenraum der Kammer und das 
Behaitnis durch eine Trennelnhert, durch weiche die l_6sung selektiv in den 
Innenraum der Kammer einbringbar 1st, vonelnander getrennt sein kannen. Dies 
ist vor allem dann. von Vorteil, wenn das Behaitnis mit dem Innenraum fest 
verbunden 1st, da die Losung erst dann in diesen gelangen soil, wenn die 
Behandlung der Zellen abgeschlossen Ist. Die Trenneinheft kann dabei in 

, vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung. ein Ventll oder eine fragile, unter 
Druck zerstSrbare Membran sein. Durch diese Ausgestaltung kann die Kammer 

- durch einfache Manipulation vori auBen gespDIt werden, was vor allem bei 
Anwendungen unter sterilen Bedingungen von Bedeutung ist. 
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FOr klfnische Anwendungen; die unter sterllen Bedingungen durchgefuhrt 
werden, 1st vorgesehen, dass die Kammer nach aufcen zumindest keimdicht 
verschlossen ist. Wenn die Kammer als geschlossene Einheit transportiert 
werden und beispielsweise eine vorgelegte Pufferlosung, beispielsweise mit 
5 gelCsten biologisch aktiven Molekuien, enthalten soil, so- kann die Kammer 
zusatzlich hoch fldssigkeits- und/oder gasdicht verschlossen sein. . 

Die das Behaltnis bildende Wandung kahn in einer besonders vorteilhaften 
Ausftlhrungsform der Erfindung zumindest teilweise aus eiriem elasto'schen 
10 und/oder deformierbaren Material bestehen. Hierdurch kann auf .dle Losung im 
Behaltnis von aufien ein Druck ausgeObt werden, so dass die Losung mit hoher 
, Fliessgeschwindigkeit in die Zuleitung strSmen kann. Wird die L6sung dagegen 
in altemativer AiisfCihrung mittels Unterdruck aus dem Behaftnis gesaugt, so 
kann die Wandung entsprechend der ausstromenden Losung nachgeben. 
'15 ; . • 

Das Behaltnis kann erflndungsgemaft an die Kammer zumindest ahschlieabar 
seih. Beispielsweise kann das Behaltnis einstuckig mit der Kammer verbunden 
sein, so dass beide als Einheit transportiert und verwendet werden kdnnen. Es 
kann aber auch uber eine Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einen Luer- 

20 Anschluss, an die Kammer anschlieBbar sein, so dass beide getrennt 
voneinander transportiert und aufbewahrt werden kdnnen. Im letzteren Fall 
kdnnen beispielsweise auch unterschiedliche Behaltnisse", die beim Anwender 
bereits vorhanden sind, mit der erfindungsgemalJen Kammer verwendet . 
werden. In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform bilden die Kammer und das 

25 Behaltnis eine nach auBen zumindest keimdicht verschlossene Einheit. 

. In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der Erfindung ist voigesehen. dass die 
Kammer zumindest einen, vorzugsweise mit einer KanDle, perforierbaren und 
selbstverschlieBenden Wandbereich aufweist und/oder mit zumindest einem 
30 Zugang mit einer Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einem Luer-Anschluss, 1 
versehen ist. Ober den derart ausgebildeten Wandbereich Oder eine besondere 
Anschlussvorrichtung 1st es beispielsweise mdgiich, eine Zellsuspension oder 
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anderes biologisches Material unter sterilen Bedingungen in den Innenraum der 
Kammer einzubringen. 

Wenn die Kammer einen geringen Querschnitt aufweist und/ader 
5 schlangenfermig und/oder spiralfSrmig ausgebildet 1st, fuhrt dies zu einer hohen 
Fliessgeschwindigkeit der Lfisung im Innenraum, so dass die RQckgewinnung 
des blologlschen Materials weiter verbessert werden kann. 

In einer altemativen Ausfuhrungsfbrm der Erfindung kann die Kammer durch 
10 mindestens eine Trenneinrichtung in mehrere Teilberelche unterteilt sein. Dabei 
kann die Trenneinrichtung aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit 
bestehen. 

Zur Aufnahme des behandelten biologischen Materials 1st vorgesehen, dass ein 
15 Behalter an eine Ausgangsdffnung der Kammer zumindest anschlieftbar ist, 
d.h. beispielsweise entweder einstflckig mit.dieser verbunden oder Qber eine 
Anschlussvorrichtung, vorzugswefse einen Luer-Anschluss, an die Kammer 
anschlieBbar ist Dabei kann zwischep der Kammer und dem Behalter eine 
Trennyorrichtung angeordnet sein. Die Trennvorrichtung besteht vorzugsweise 
20 aus einem dentil und/oder einer Filtereinheit. Das Filtermaterial ist dabei 
zweckmaEigerweise so zu wahlen, dass das behandefte biologische Material 
durchgelassen, groftere Partikel und Komplexe aber zuruckgehalten werden. 
Aus diese Weise wird vermieden, dass storende,. bei der elektrischen 
Behandlung entstandene Bestandtelle in das Endprodukt gelangen, was vor 
25 allem bei kifnischen Anwendungen von Bedeutiing ist. 

Der Behalter welst in einer vorteilhaften Ausfuhrungsform der Erfindung 
zumindest einen, vorzugsweise mit einer Kanoie, perforierbaren und 
selbstverschlieBenden Wandbereioh auf. Er kann aber alternate auch mit 
zumindest einem Ausgang mit einer Anschlussvorrichtung, vorzugsweise einem 
Luer-Anschluss, versehen sein. In beiden Fallen ist die einfache und sterile 
Entnahme des behandelten biologischen Materials aus dem Behalter m6glich 
Der Behalter kann beispielsweise auch eine Spritze Oder ein Infuslonsbeutel 



30 
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sein, so dass das behandelte biologische Material beisplelsweise bei klinischen 
Anwendungen der zu behandelnden Person direkt appliziert werden kann. 

Behalter und Kammer kdnnen fernereine nach auSen keimdicht verschlossene 
' • 5 Elnheit Widen und somit gemelnsam transporter* und gelagert werden. 

Der perforierbare, selbstverschlleSende Wandbereich der Kammer und/oder 
des Behaltem besteht vorteilhafterweise aus einem Kunststoffmaterial 
beepielsweise elnem Silicon, einem Elastomer, Gummi oder einer 
10 Kunststofffolie. Die Kunststofffolie kann beisplelsweise aus Acetylcellulose 
bestehen.. - 

In einerbevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 1st vorgesehen, dass die 
Kammer zwei gegeniiberiiegende Elektroden aufweist, die jeweils mlt dem 
Innenraum in Kontakt stehen. Alternate kann zusatzllch zu der, in dem 
Innenraum angeordneten Elektrode auch elne weitere Elektrode in den 
Innenraum der Kammer eingefuhrt werden. 

Die Elektrode oder die Elektroden bestehen besonders bevorzugt aus einem 
le.tfeh,gen Kunststoffmaterial, vorzugsweise einem mlt einem leltfahigen 
• Material dotierten Kunststoff. so dass keine fur lebende Zellen toxischen Metall- 
lonen aus den Elektroden eustreten k6nnen. Dies wirkt slch bei der Behandlung 
von febenden Zellen, insbesondere eukaryontischen Zellen, vorteilhaft auf die 
Uberlebensrate derZellen aus. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe hinslchtlich des Verfahrens dadurch geiast 
dass nach dem Enreugen des elektrischen Feldes das biologische Materia! 
m-ttels einer Lasung, die Qber eine Zuleltung der Kammer an zumindest einer 
Elektrode entlang g e ,eltet wird, annShernd vollstSndig aus dem innenraum der 
Kammer ausgespOlt wird. Hierdurch kann an den inneren Oberflachen der 
Kammer anhettendes biologisches Material, insbesondere im Bereich der 
Elektrode, sehr effektlv abgeiast warden, was zu einer nahezu vollstandigen 
RUckgewinnung des eingesetzten Materials fQhrt. 



25 



30 
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Dabei 1st von Vorteil, wenn die Losung mrt hoher Fliessgeschwindjgkeit an der 
Elektrode entlang geleitet wirxi. 

Da sich biologisches. Material, insbesondere lebende Zellen, bevorzugt an der 
Kathode ablagern bzw. anheften, 1st in vorteilhafter Ausgestaltung des 
erfihdungsgema&en Verfahrens vorgesehen, dass die LOsung zunachst an der 
Kathode entlang geleitet wire*. 

In einer Ausgestaltung des Verfahrens istferner vorgesehen, dass das 
biologische Material mittels elner Sprltze oder Ahnlichem durch einen 
perforierbaren, selbstyerechliefienden Wandbereich in - den Innenraum der 
Karnmer eingebracht wlrd. 

In vorteilhafter . Ausgestaltung des /Verfahrens 1st vorgesehen. dass eine 
Trenneinheit, die den Innenraum der Karnmer von einem die L6sung 
enthaltenden Behaltnis trennt, durch mechanische Manipulation von auBen 
geoffnet wlrd, wobei das Behaltnis durch die Zuleitung mit der Karnmer 
verbindbar Oder verbunden ist. Auf diese Weise konnen die Losung und die 
Karnmer gemefnsam transportiert und aufbewahrt werden, ohne das die 
Usung ungewolit in den Innenraum gelangt. Das Spulen des Innenraums 
erfolgt also seiektiv und kann in vorteilhafter Weise unter sterilen Bedingungen 
durchgefOhrt werden. D'arOber hinaus kann die LOsung sehr kurzfristig nach der 
elektrischeri Behandlung in den Innenraum eingebracht werden, so dass ggf 
e.ne auf die efektrische Behandlung optimierte Pufferl6sung, die . for das 
b,olog,sche Material weniger geeignet ist, schnell durch die L6sung verdQnnt 
warden kann. Die Trenneinheit kann dabei ein Ventil, welches durch die 
mechanische Manipulation von aufcen zumindest in eine Rfchtung geSffnet 
w,rd oder eine fragile Membran sein, die durch vcn auBen ausgeubten Druck 
S r fra9l,e Membran beSteht "™eise aus einem 

oder r at T?'' b6iSPie,SWeiSe aUS P0,yViny '^ Po.yethy.enen 
bTL Kun ~ ate ^ dabei m* Ru6roha»ocarbon 

besch,chtet sein, das sich durch eine geringe Wasserdampfdurchlassigkeit bei 
gutermechanlscherZerstorbarkeitauszeichnet 
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In vorteilhafter Ausgestaltung des Verfahrens 1st femer vorgesehen, dass das 
biologische Material upd die Lesung Jn einen Behaiter aufgendmmen werden, 
der an eine Ausgangsdffnung der Kammer zumindest anschlieRbar ist in 
diesem BehStter kann das behahdelte Material dann der weiteren Verwendung 
5 auf einfache Weise direkt zugefahrt warden. 

In. wejterer Ausgestaltung des Verfahrens 1st vorgesehen, dass eln die L6sung 
enthaltendes Behaltnis zumindest teilweise .durch eine elastische und/oder 
deformferbare. Wandung gebildet ist und auf dlese Wandung von auBen eln 

10 Druck ausgeQbt werden kann. Auf diese Weise wird die Losung unter Druck in 
die Kammer gespQlt, was zu einer weiteren Steigerung der Effizlenz des 
Verfahrens bettragt Der ausgeCibte Druck kann femer vorteilhafterweise dazu 
fQhren, dass die Trenneinheit, die den Innenraum def Kammer von dem die 
Lasung enthattenden Behaltnis trennen kann, ge6ffnet wird, so dass die 

15 Trennung auf einfache Weise und unter sterilen Bedingungen durchbrochen 
werden kann. 

Das biologische Material kann femer m it der Lesung aus dem Behaltnis durch 
eine zwischen der Kammer und dem Behaiter angeordnete Trennvorrichtung, 
20 insbesondere ein Ventil und/oder eine Filtereinheit, in den Behalter gespOlt 
werden, so dass der SpQIvorgang selektiv und/oder unter Entfernung stfirender . 
Bestandteite durchgefQhrt werxlen kann. 

Insbesondere be! kllnischen Anwendungen kann es vorteilhaft sein, wenn das 
25 behandeite biologische Material mittels einer Sprftze Oder Ahnlichem durch 
elnen perforierbaren, selbstverschlieBenden Wandbereichdes Behalters aus 
diesem entnommen wird. Hlerdurch wird die erforderiiche Sterilitat 
gewahrieistet und femer eine einfache und unmittelbare Verwendbarkeit des 
behandelten Materials sichergestellt. 



• 30 



In altemativer Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dass das 
biologische Material lebende Zejien, vorzugsweise eukaryontische Zellen, 
Zellderivate, subzellulare Partikel und/oder Vesikel sind, in welche durch das 
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Erzeugen des elektrischen Feldes biologisch aktive MoIekOle, vorzugsweise 
Nukleinsauren, eingebracht werden, Oder die durch das Erzeugen des- 
elektrischen Feldes fusionlert werden. . 

Die biologisch aktiven MoIekOle konnen bereits In einer Pufferiosung geiest sein 
und vor dem Einbringen des biologischen Materials, vorzugswelse bereits bei 
der Herstellung einer verwendbaren Kammer, in den Innenraum der Kammer 
eingebracht werden, was das Verfahren fOr den Anwender deutlich vereinfacht, 
dadieser lediglich noch das biologische Material zugeben muss. 



In Ausgestaltung der Erfindung 1st vorgesehen, dass das Einbringen der 
biologisch aktiven Molekule In iebende Zelien, insbesondere direkt in den 
Zellkern, mit einer Stromdichte von bis zu 120 A/cm 2 , vorzugswelse 80 A/cm 2 , 
und/oder durch einen Spannungsimpuls mit einer Feldsttrke von 2 bis 10 
1 5 kV*cnri" 1 und einer Dauer von 1 0 bis 200 ps erreicht wird. 

In wefterer Ausgestaltung der Erfindung 1st vorgesehen, dass das Einbringen 
der biologisch aktiven . MoIekOle . in die Zelien durch . einen auf den 
Spannungsimpuls ohne Unterbrechung folgenden Stromfluss mit einer 
20 Stromdichte von 2 bis 14 A/cm 2 , vorzugsweise 5 A/cm 2 , und einer Dauer von 1 
bis 100 ms, vorzugsweise 50 ms, erreicht wird. 

Die Erfindung wird im wefteren anhand der Figuren beispielhaft naher erl.autert 
25 Es zefgt 

Frgur 1 Seitenansichten einer besonderen AusfQhrungsform der 
erfindungsgemaRen Voirichturig in teilweise perspekthrischer und 
. teilweise geschnittener Darstellung, jeweils fOr unterschiedliche 
30 Schritte des erfindungsgem§Ren Verfahrens, 
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Flgur2 eine weitere AusfDhrungsform der erfindungsgemafcen 
.Vorrichtung in zwei gesohnrttenen Darsteilungen, die jeweils 
zueinander urn 90 Grad gedreht sind, 

5 Figur 3 eine Vorderansicht einer welteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
in geschnittener Darstellung, 

Figur 4 eine Seitenansicht der AusfQhrungsform gemas Figur 3 in 
geschnittener Darstellung, 

10 

Figur 5 eine geschnfttene Vorderansicht einer weiteren Alternative der 
erfindungsgemaiien Vorrichtung, 

Figur 6 eine geschnittene Ansicht eines Teils einer erfindungsgemafcen 
15 Vorrichtung mit schlangenfGrmiger Kammer, 

Figur 7 eine schematische Darstellung einer AusfDhrungsform der 
ErfindUng mit u-fdrmiger Kammer und 

20 Figur 8 eine schematische Darstellung einer weiteren AusfDhrungsform 
der Erfindung. 

Figur 1 zeigt Seitenansichten einer besonderen AusfDhrungsform der 
erfindungsgemSRen Vorrichtung in teilweise perspektivischer und teiiweise 
25 geschnittener Darstellung. Bei dieser besonders vorteiihaften Ausfuhrungsfoim 
stellt die erfindungsgemaae Vorrichtung eine allseitrg keim- und flOssigkeitsdicht 
verschlossene Einheit dar, die eine Behandlung der Zellen unter optimalen 
sterilen Bedingungen eitnagircht 

30' Figur 1a zeigt den unteren Bereich einer erfindungsgemaSen Vorrichtung in 
geschnittener Darstellung. Dieser Bereich der Vorrichtung besteht aus einer 
Kammer 1, die einen Innenraum 2 aulweist, der zur Aufnahme von 
biologischem Material, beisplelsweise einer Suspension lebender Zellen, 
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. vorgesehen 1st In dem Innenraum 2 sind zwel planparallel eingelegte 
Elektroden 3, 4 angeordnet, die den Innenraum 2 im unteren Beireich der 
Kammer 1 an zwei SeitenflSchen begrenzen. Im oberen Bereich welst die 
Kammer eine hler nur teitweise dargesteilte Filterefnheit 5 auf, Welche den 
5 Innenraum 2. gegenQber einem anderen Bereich der Vorrichtung abgrenzt In 
dem Innenraum 2 kann beispielsweise eine Puffertosung 6 enthalten sein, in 
der biologisch aktive MolekQle, beispielsweise NukleinsSuren, geiast sein 
kSnnen, Fur Anwendungen iri der Gentherapie kohnen so beispielsweise in der 
PufferiSsung 6 gelGste DNA-MolekQIe bereits in der Kammer enthalten sein. 
10 Der Anwender braucht dann lediglich die einem Patienten entnommenen Zellen 
in den Innenraum 2 der Kammer 1 einzufUllen und dann die DNA durch das 
Erzeugen eines elektrischen Feldes in die Zellen einzubringen. 

t Figur 1b zeigt eine perspektivische Seitenansicht der erfindungsgemaBen 

15 Vorrichtung gemas Figur 1a f wobei die Vorrichtung hier gegenuber der Figur 1a 
urn 90 Grad gedreht dargestellt ist. Die Elektrode 3 verdeckt in dieser 
.Darstellung den Einbiick in den unteren Bereich des inpenraums 2. In dieser 
Darstellung wird deutlich, dass die Kammer 1 eine Zuleitung 7 aultoeist, deren 
Offnung 8 in unmittelbarer raumlicher Nahe zu den Elektroden 3, 4 angeordnet 

20 ist Die Kammer 1 ist einstockig mit einem BehSltnis 9 verbunden, welches eine 
LSsung 10 zum Ausspulen des Innenraums 2 der Kammer 1 enthait Die 
Kammer 1 und das Behaitnis 9 sind durch eine Trenneinheit 1 1 von einander 
getrennt. Ber dieser Trenneinheit 11 kann es sich beispielsweise urn einen 
ventilartigen Verschluss Oder eine fragile Membrah handeln. Die Kammer 1 ist 

25 dartlbef hinaus einstockig mit einem' Behalter 12 verbunden, der durch die 
Filtereinheit 5 vom Innenraum 2 der Kammer 1 getrennt ist Der Behalter 12 und 
das Behaitnis 9 bilden jeweils mit der Kammer 1 eine nach auBen keim- und 
flussigkeitsdicht verschiossene Einhelt Die KSmmer 1 weist ferner efnen 
perforierbaren Wandbereich 13 auf, durch den die KanOle 14 einer Spritze 15 in 

30 den Innenraum 2 eingefUhrt werden kann. Die Spritze 1S kann beispielsweise 
eine Suspension 16 mit iebenden Zellen enthalten, die fiber die Kanufe 14 In 
den Innenraum 2 eingespritzt werden konnen. Durch AusQben eines Druckes 
entlang der Richtung des Pfeils 22 wird die Zeilsuspension in den Innenraum 2 
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gedrttckt und steht somit fQr die nachfolgende elektrische Behandlung zur 
VerfUgung. Bei den Zellen kann es sich beispielsweise urn primare Ztelten aus 
dem K5rper eines Patlerrten handeln, die zum Zwecke einer genetischen 
Therapie mft geeigneter DNA tran$fiziert werden sollen, Durch das Anlegen 
5 einer elektrischen Spannung an die Elektroden 3, 4 wlrd dann im Innenraum 2 
ein geeignetes elektrisches Feld erzeugt, durch welches die DNA effektiv in die 
Zellen, insbesondere direkt in den Zellkern, ejngebracht werden kann. 
• ■ ■« 

Figur 1c zeigt die erfindungsgern§Be Vorrichtung gemaB Figur 1b nach der 
10 elektrischen Behandlung des biologischen Materials belm DurchspQIen des 
Inneniraums 2 der Kammer 1. Es wird hler deutiich, dass die Wandung 17 des 
Behaitnisses -9 aus einem elastischen und defdrmierbaren Material, 
beispieisweise einem elastischen Kunststoff, besteht. Durch AusQben von. 
Druck auf die Wandung 17 entlang der Richtung des Pfieils 18 wlrd die 
1 5 Wandung 1 7 defbrmiert und somit ein Druck auf die LSsung 1 0 irn Inneren des 
Behaltnisses 9 ausgeDbt. Durch diesen Druck kann die Trenneinhelt 11 
zvwischen dem Behaitnis 9 und der Kammer 1 gedffnet werden. Altemativ kann 
die Trenneinheit 1 1 aber aiich durch eine andsrsartige Manipulation von auBen 
gefiffnet werden. Hierdurch gelangt die Losung 10 durch die Zuleitung 7 In den 
20 Innenraum 2 der Kammer 1. Da die <>fmung 8 der Zuleitung 7 in der Nahe der 
hier nicht dargestellten Elektroden 3, 4 angeordriet ist, werden insbesondere die 
Elektroden 3, 4 intensiv von der Losung 10 mit hpher Fliessgeschwindlgkeit 
umsROIt. Dabei kann durch den ausgeubten Druck auf die Wandung 17 die 
Flfessgeschwindigkelt gezlelt erhdht werden. Urn Totvolumina im Innenraum 2 
25 zu vermeiden, ist die innere Oberfiache der Kammerwand 19 abgerundet 
ausgeformt, so dass ein optimales DurchspQIen des Innenraums 2 ermoglicht 
wlrd. Auf dlese Weise kdnnen die behandelten Zellen nahezu vollstandig in der 
LOsung 10 suspendiert werden. Durch die Anordnung der Offnung 8 in der 
Nahe beider Elektroden 3, 4 werden diese gleichmaBig gespOlt, wobei bei 
geringem Abstand zwischen den beiden Elektroden Verwirbelungen entstehen, 
die sich vorteilhaft auf den SpQlvorgang auswirken. In alternativer 
Ausgestaltung kann die OfFnung aber auch naher an einer Elektrode liegen, bei 
der es sich dann vorzugsweise urn die Kathode handelt. Aufgrund der 



30 
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besonders vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgema&en Vonichtung 
werden also auch an den Wsnden und Elektroden anheftende Zellen abgeldst, 
wobei ein SuspendJeren der Zellen auch bei durch hohe FeldstSrken 
verureachter Schaumbildung gewahrleistet 1st. 

Figur 1d zelgt die erfindungsgemaBe Vorrichtung gemaS Figur 1b nach dem 
DurchspQIen des Innenraums 2 der Kammer 1 mit der .LSsung 10. Durch 
Drehen der Vorrichtung urn 180 Grad kann nunmehr die.Losung 10 mit den 
suspendierten behandelten Zellen vom Innenraum 2 uber die Trenneinhelt 5 in 

10 den Behalter 12 gelangen. D laser Zustahd 1st in Figur 1e dargestellt Alternativ 
kann das Drehen der erfindungsgemaftep Vorrichtung um 180 Grad auch 
bereits vor dem Spulvorgang erfolgeri, wobei dann ein etwas hdherer Druck auf 
die LOsung 10 ausgeubt werden muss, damit diese entgegen der Schwerkraft 
zunachst in den Innenraum 2 der Kammer 1 gedrOckt werden kann. Wenn die 

15 Trenneinheit 5 wie im dargestellten Beispiel aus' einer Filtereinheit besteht, 
kdnnen grBBere Partikel im Innenraum 2 zurOckgehalten werden, so dass ggf. 
sterende EinflQsse auf die behandelte Zellsuspension vermieden werden. Der 
Behalter 12 weist wie die Kammer ,1 ebenfalls einen perforierbaren 
Wandbereich 20 auf, Qber den die Zellsuspension mittels eiher Spritze 21 aus 

20 dem Inneren des Behaiters 12 entnommen werden kann. Dabei 1st die 
Triohterform des Behalters 12 von Vorteil; da die mit der ZeH sedimentierenden 
Zellen sich Im unteren Bereich konzentrieren und somit auch in konzentrierter 
Form entnommen werden kdnnen. Die sterile Suspension mit den behandelten 
Zellen kann also auf diese Wefee einem Patienten schnell, in konzentrierter 

25 Form und auf einfache Weise appliziert werden. 

Figur 2 zelgt eine weitere AusfOhriingsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
in zwei geschnittenen Darstellungen, die jeweils zueinander um 90 Grad 
gedreht sind. Die dargestellte Vorrichtung besteht aus. einer Kammer 25 mit 
30 einem Innenraum 26, der eine Zellsuspension 27 und/oder blologisch aktive 
Molekule in geldster Form enthait. Die Kammer weist ferner zwei flache 
Elektroden 28, 29 mit planer Oberflache. auf, welche parallel zueinander an 
gegenQberliegenden Seitenwanden der Kammer 25 angeordnet sind. In der 
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Darstellung gernaft Figur 2a 1st dabei .nur die hihter der Schnittebene 
angeortinete Elektrode 28 sichtbar. Die Kamrner 25 weist zwei 
Anschlussvonichtungen 3D, 3t auf f die an gegenQberliegenden Enden der 
Kamrner 25 angeordnet sind. Das Einbringen der Zellsuspension 27 erfolgt uber 
5 die Anschlussvorrichtung 31 vorzugsweise aus einem Behalter, dessen KahQIe 
eine Lange aufweist, die. ungefahr der Starke der Anschlussvorrichtung 31 
entspricht, so dass im Innenraum 26 beim Einbringen der Zellen kein 
Totvolumen ehtsteht Die Kanple kann dabei eirie Membran Oder ahnliches 
durchstechen, welche den Innenraum 26 nach auften verschlieRt. An die 
10 Anschlussvorrichtung 30 1st ein Behaltnis 32 anschlie&bar, wobei es sich bei 
dem Behaltnis 32 beispielsweise uni elrie Spr.fee Oder Ahnliches handeln kann. 
Das Behaltnis 32 kann auch elastisch verformbar stein, damlt seine Wandung 
nachgiebig. ist, wenn die L6$ung in alternativer Ausgestaltung durch einen 
mittels des Behalters 40 im Innenraum 26 erzeiigten Unterdruck atis dem 
15 Behaltnis 32 herausgesaugt win! Die Anschlussvorrichtung 30 weist eine 
Ausnehmung 34 auf, in welche die KanOle 33 des Behaltnlsses '32 einfuhrbar 
Ist. Die Ausnehmung 34 kann' dabei beispielsweise durch einen Stopfen 
verschlieftbar sein oder am Obergang ztir Zuleitung 36 mit einem Ventil Oder 
- einer, fragilen Membran verschlossen sein, das bzw die von der Kanule 33 
20 durchstochen wird. Auf diese Weise kann die In dem Behaltnis 32 enthaltene 
Lfisung 35 in die Zuleitung 36 der Kamrner 25 eingebracht wertien. Ober die 
Offnung 37 der Zuleitung 36 gelangt die Losung 35 dann in den Innenraum 26, 
wobei die Etektrode 29 sehr intensiv von der Ldsung 35 umspult wird. 
Vorteilhafterweise handelt es sich bel der Elektrode 29 urn die Kathode, an die 
^ 25 sich bei der Elektroporation von Zellen Im besonderen MaRe Zellmaterial 

^ k anheftet und bel herk6mmlichen Vorrichtungen nur schwer zu entfernen ist Wle 

aus Figur 2a zu entnehmen ist, ist die innere Oberfiache 38 der Kammerwand 

39 abgerundet ausgebildet, so dass keine Totvolumina entstehen. Auf diese 
Wetee wird ein effekth/es DurchspOIen des Irinennaums 26 gewahrleistet Die 

30 mittels der Losung 35 verdunnte Zellsuspension 27 toirtl dann in den Behalter 

40 aufgenommen, so dass In einer AusfQhrungsform das SpQIen und das 
Entnehmen der Zellen in. zwei Schritten erfolgt. Alternativ kann die LGsung auch 

. durch einen mittels des Behalters 40 im Innenraum 26 erzeugten Unterclruck 
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aus dem Behaitnis 32 durch den InnenraUm 26 Qber die Elektroden 28, 29 in 
den Behaiter 40 gesaugt werden, so dass SpQIung und Entnahme hier in einem 
Schritt erfofgen. Die KanOie 41 des Behaiters 40, bei dem es sich 
beispietsweise urn eine Spritze Oder ahnliches handeln kann, wird wie bei der 
5 Anschlussvorrichtung 30 in eine Ausnehmung 42 der Anschlussvorrichtung 31 
eingefuhrt Bei den Anschlussvorrichtungen 30, 31 kann es sich beispielsweise 
auch um Luer-AnschlOsse handeln, an die auf bekannte Weise beispielsweise 
Spritzen oder fnfusionsbeutel angeschlossen werden konnen. Die 
Anschlussvorrichtungen 30, 31 konnen aber beispielsweise auch perforiertoare 
10 Gummistopfen sein. 

Figur 3 zeigt eine Vorderansicht einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
in geschnittener Darstellung. Die dargesteilte Vorrichtung besteht aus einer 
Kammer 45 mit einem Innenraum 46 und zwei planparailel angeordneten 
15 Elektroden 47, 48. Die Kammer 45 weist hier zwei Zuleitungen 49, 50 auf, die 
jewefls parallel zueinander in den Randberelchen der Kammer 45 angeordnet 
sind. Ober die Zuleitungen 49, 50 kann eine L6sung jzum SpOlen des 
Innenraums, 46 eingeleitet werden. Die Zuleitungen 49, 50 kanrien aber 
beispielsweise auch fur das Einbringen des • biologischen Materials in den 
20 Innenraum 46 und anschtieSend fpr das Einleiten der L6sung verwendet 
werden. Die Zuleitungen werden Ober einen kanalfSrmigen Gberlauf, d.h. den 
langlichen Qberlaufkarial 59 gespeist, was nachfolgend unter. Figur 4 nSher 
eriautert wird. Zwischen den beiden Zuleitungen 49, 50 1st eine 
Ausgangsaffnung 51 angeordnet, Qber welche der Inhatt des Innenraums 46 
25 der Kammer 45 wieder entnommen werden kann. Der Kammerinhalt str6mt 
dabei in einen langlichen Ablaufkanal 60, der nachfolgend unter Figur 4 naher 
dargestelit 1st. Zwischen dem Innenraum 46 und dem Ablaufkanal 60 1st hier 
eine Trennvorrichtung 61 angeordnet, bei der es sich beispielsweise um einen 
Membranfilter handeln kann. 




30 



Figur 4 zeigt eine Seitenansicht der Ausfuhrungsform gemSG Figur 3 in 
geschnittener Darsteilung. Es wird hier deutlich, dass . die Kammer 45 
langgestreckt ausgebiidet ist, so dass sie zur.Aufnahme grSBerer Volumina 
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geeignet ist. Dabei verlauft die Elektrode 48, wie auch die hier nicht sichtbare 
Elektrode 47, bei geringer Hfihe Qber die gesamte Lange der Kammer 45. Der 
Oberlaufkanal 59 ist eiqgangsseitig mit einem Behaitnis verbindbar und leitet 
eine Lasung aus dem Behaitnis in die hier nicht sichtbaren Zuleitungen 
5 (BezugszHTem 49 und 50 in Figur 3). Die Zuleitungen erstrecken sich spaltartig 
ebenfalls Qber die gesamte Lange der Kammer 45. Dabei weisen die 
Zuleitungen einen engeren Querschnitt als der Oberlaufkanal 59 auf, so dass 
sich in den Zuleitungen ein Qber die gesamte Lange der Kammer 45 
. gleichma&iger Druck aufbauen kann, wenn der Oberlaufkanal mit der Ldsung 
10 gefollt ist. Der parallel zunv Oberlaufkanal 59 verlaufende Ablaufkanal 60 ist 
ablaufseitig mit einem Behalter verbindbar, der das behandelte und durch diet 
Ldsung ausgespulte biologische Material aufnimmt. 

Figur 5 zeigt eine weitere Alternative der Erfindung; die im wesentlichen der 
IS Vorrichtung gemaB den Figuren 3 und 4 entspricht, wobei hier aber nur eine 
Zuleitung 52 vorgesehen ist Die Offnung 53 der Zuleitung 52 ist hier in 
unmittelbaijer Nahe der Elektrode 54 angeordnet, wobei es sich bei dieser 
vorzugsweise urn die Kathode handelt. Die Zuleitung 62 wlrd hier durch den 
Kanal 62 mit der LOsung gespeist, wobei die Losung m'rt dem behandelten 
20 Material durch die Trennvorrichtung 64 und den Kanal 62 wieder entnommen 
werden kann. 

Figur 6 zeigt eine geschnittene Anslcht eines Teils.einer erflndungsgemaRen 
Vorrichtung mit schlangenfermiger Kammer 55. Die Elektroden sind hier nicht 
.■pv^^ 25 dar 9 es te"t. kOnnen aber beispielsweise vor und hlnter der Schnlttebene 
, angeordnet sein. Die Kammer 55 besteht aus einer kanalfarmigen Zuleitung 56 
v. ,. und einer kanalfarmigen Ableitung 57, welche jeweils an den Enden des 
schlangenfarmigen Innenraums 58 angeordnet sind. Zuleitung 56 und 
Innenraum 58 weisen hier einen gleichfermigen, geringen Querschnitt auf, was 
30 zu einer hohen Fliessgeschwindigkeit im Innenraum 58 und an den Oberflachen 
der hier nicht dargestellten Elektroden fuhrt. Auf diese Weise kann die Kammer 
sehr effektlv und grilndllch ausgespOlt werden.' Dabei kann sich der innere 
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Durchmesser der Zuleitung 56 in Richtung des Inhenraums 58 verjQngen, so 
dass.sich die Fliessgeschwindigkeit der LSsung im Innenraum 58 erhdht. 

Figur 7 zeigt eihe wertere AusfQhrungsform der. Erfindung, bei der die Kammer 
5 65 u-f5rmig ausgebildet ist. Die hier nicht dargesteilten Elektroden sind bei 
dieser AusfQhrungsform vor und hinter der Schnittebene angeordnet Die 
LSsung wird uber die Zuleitung 67 in den Innenraum 66 eingebracht, wobei 
aufgrund des geringen Querschn'rtts der Kammer 65 eihe hohe 
Fliessgeschwindigkeit erreicht werden kann. Ober die Ableftung 68 wird die 
10 Losung mit dem behandelten biologischen Material aus der Kammer 65 
gedrOckt Oder abgesaugt. 

Figur 8 zeigt sine, alternative AusfQhrungsform der Erfindung, die im 
wesentlichen der in Figur 7 dargesteilten entspricht Die Zuleitung 76 der 
15 Kammer 75 weist hier aber einen deutlich ; groBeren Querschnitt als die . 
Ableitung 77 auf, so dass hiermit groBere Volumina verarbeitet werden konnen. 
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Bezugszeichenliste: 

1 Kammer 

2 Innenraum 
5 3 Elektrode 

4 Elektrode 

5 FHterelnheHt 

6 Pufferldsung 

7 Zuleitung 
.10 8 Offhung 

9 Behaitnis 

. 10 Losung 

11 Trenneinhert 

• 12 Behalter 

15 13 Wandbereich 

14 Kaniile 

15 Spritze 

16 Suspension 

17 Wandung 
20 18 Pfeil 

19 Kammerwarid 

•20 Wandbereich 

21 Spritze 

22 Pfeil ; 
25 25 Kammer 

26 Innenraum 

27 Suspension 

28 Elektrode ,. 

29 Elektrode 

30 30 Anschlussvorrichtung 

31 Anschlussvorrichtung 

32 Behaltnis 

33 KanOle 
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Anmelderln: aj^H GmbH A02 131 DE 

Gegenstand: Vomchtung und Verfahren zur Behandliihg von blologlschem Material 





Patentanspriiche 

5 *1. Vomchtung zur Behandlung von biologischem Material, zumindest 
bestehend aus einer nach auSen zumindest verschlieBbaren Kammer 
mit ernem Innenraum zur Aufnahme des biologischen Materials, wobei 
die Kammer zumindest erne Elektrode autweist, die mit dem Innenraum 
der Kammer in Kontakt steht.und zur Erzeugung eines eiektrischen 
10 Feldes vorgesehen ist, dadurch gpkennzeichnet, dass die Kammer (1, 

25, 45, 55, 65, 75) zumindest eine Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56 f 67, 
76) aufweist, welche in rSumlicher Nahe zu der Elektrode (3, 4, 28, 29, 
47, 48, 54) mlndestens elne Offnuhg (8^ 37, 53) auiweist 

15 2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, das& die 
Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) kanalffirmig ausgebildet ist, 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekehnzeichnet, dass slch 
der innere Durchmesser der Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) in 

20 Richtung der Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) verringert. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzelchnet, dass 
' mfndestenseindurchelneWandung(17).gebl!detesBehaltnis(9, 32) zur 

Aufnahme einer L6sung uber die Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67, 76) 
25 mit dem Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) zumindest verbindbar ist. . 

i 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch v gekennzeichnet. dass der 
Innenraum (2, 26, 46, 68, 66) der Kammer (1 , 25, 45, 55, 65, 75) und das 
Behaltnls (9, 32) durch eine Trennelnheit (1 1) voneinander getrennt sind, 

30 durch welche die Losung selektiv in den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) 

der Kammer (1 , 25, 45, 55, 65, 75) einbringbar ist. ) 
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6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Trenneinheit (11) ein VentH ist oder dass die Trenneinheit (11) eine 
"fragile Membran 1st, die unter Dnjck zerstOrbar ist. 

. 5 7. Vorrichtung nach einem der.AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kammer (1, 25, 45, 55, . 65, 75) nach auBen zumindest 
. keimdicht verschlossen ist. • j 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 

10 dass die das Behaltnis (9, 32).bildende Wandung (17) zumindest 

teiiweise aus einem elastischen. und/oder deformierbaren Material 
besteht. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 4 bis 8, dadurch gekennzeichnet 
15 dass das Behaltnis (9, 32) an die Kammer (1, 25, 45,. 55, 65, 75) 

zumindest anschlieSbar ist, beispielsweise einstQckig mit dieser 
verbunden oder Qber eine Anschlussvorrichtung (30, 31), vorzugsweise 
einen Luer-Anschluss, an die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) 
anschlieBbarist.. 
20 • \ 

10... Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet dass die 
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) und das Behaltnis (9, 32) eine nach 
auBen zumindest keimdicht verschlossene Einheit bilden. 

23 11 - Vorrichtung nach einem der Ansprache 1 bis 10, dadurch 
^ gekennzeichnet, dass die Kammer (i, 25, 45, 55, 65, 75) zumindest 

^ ^ einen, vorzugsweise mit einer Kanule (14, 33, 41), perforierbaren und 

selbstverschlieBenden Wandbereich (13, 20) aufweist und/oder m'rt 
zumindest einem Zugang mit einer Anschlussvorrichtung (30, 31), 
30 vorzugsweise einem Luer-Anschluss, versehen ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet; dass die Kammer (1 , 25. 45, 55, 65, 75) einen geringen 



-L 
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Querschnltt aufweist und/oder schlangenfdrmfg und/oder spira|f6rmig 
ausgebildet ist. 

13. Vorrlchtung nach einerti der AnsprGche 1 bis 12, dadurch 
5 gekennzeichnet. dass die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) durch 

mihdestens eine Trenneinrichtung in mehrere Teilbereiche unterteilt ist 

14. Vorrlchtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Trenneinrichtung aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit (5) 

10 besteht. 

1 5. Vorrichtung nach einem der Anspmche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass ein Behalter (12, 40) an eine Ausgangaoffnung 
<51) der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) zumindest anschlieBbar ist, 

15 beispielsweise einstOckig mit dieser verbunden Oder Dber eine 

Anschlussvorrichtung (30, 31), vorzugsweise einen Luer-Anschjuss, an 
die Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) anschlielibar ist 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch' gekennzeichnet, dass zwischen 
20 der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) und dem Behalter (12, 40) eine 

Trennvorrichtung (61, 64) angeordnet ist. " 

•17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Trennvorrichtung (61, 64) aus einem Ventil und/oder einer Filtereinheit 
25 ' (5) besteht. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Behalter (12, 40) zumindest einen, 
vorzugsweise mit einer KanOle (14. 33, 41), perforierbaren und 
30 selbstverschlieBenden Wandberefch (13, 20) aufweist und/oder mit 

zumindest einem Ausgang mit einer Anschlussvorrichtung (30, 31), 
vorzugsweise einem Luer-Anschluss, versehen ist. 
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19. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 15 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dass der ' Behalter- (12, 40) eine Spritze oder ein 
Infusionsbeutel ist. . 

5 20. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Behalter (12, 40) und die Karnmer (1, 25, 45, 
55, 65, 75) eine nach aullen keimdicht verschlossene Einheit bilden. 

21. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 11 bis 20, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass der perforierbafe, selbstverschlieBende 

Wandbereich (13, 20) aus einem . Kunststoffrnaterial, beispielsweise 
einem Silicon, einem Elastomer oder Gummi, besteht. 

22. Vorrichtung nach einem der . AnsprOche 1 bis 21, dadurch 
15 gekennzeichnet, dass die Karnmer (1, 25, 45, 55, 65, 75) zwel 

gegenQberliegende Elektroden (3, ,4, 28, 29, 47, 48, 54). aufweist, die 
Jeweils mit dem Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) in Kontakt stehen, oder 
dass eine weitere Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) in den Innenraum 
(2, 26, 46, 58, 66) der Karnmer (1 , 25, 45, 55, 65, 75) einfOhrbar ist. 

20 - 

23. Vorrichtung. nach einem der AnsprOche 1 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) oder die 
Elektroden (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) aus einem lettfahigen 
Kunststoffrnaterial, vorzugsweise einem mit einem .leitfahigen Material 

25 dotlerten Kunstetoff, besteht. 

24. Verfahren zur Behandlung von blologlschem Material, bej dem das 
biologische Material, in den Innenraum einer nach auften zumiridest 
verschlieBbaren Karnmer eingebracht wird, welche zumlndest eine 

30 Elektrode aufweist, die mit dem innenraum der Karnmer in Kontakt steht 

und zur Erzeugung eines eiektrischen Feldes vorgesehen ist, welches 
nach dem Einbringen des biologischen Materials in dem Innenraum 
erzeugt wird durch Anlegen einer Spannung an die Elektrode und eine 
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weitere mit dem Innenraum der Kammer In Kontakt stehende Elektrode, 
dadurch gekennzeichnet, dass nach dem Erzeugen des elektrischen 
Feldes das biologische Material mittels elner Lfisung, die uber elne 
Zuleitung (7, 36, 49, 50, 52, 56, 67; 76) der Kammer (1, 25. 45, 55, 65, 
5 75) an 'zumindest elner Elektrode (3, 4, 28, 29, 47, 48, 54) entlang 

geleitet wird, annShernd vollstandig aus dem Innenraum (2, 26, 46, 58, 
66) der Kammer (1 , 25, 45, 55, 65, 75) ausgespOlt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Lfisung 
10 mit hoher Fliessgeschwindigkelt an der Elektrode (3, 4. 28, 29, 47, 48, 

54) entlang geleitet wird. 

3}^^ 26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet dass die 

Lfisung an der Kathode entlang geleitet wird. 

15 

27. Verfahren nach Anspruch 24, 25 oder 26, dadurch. gekennzeichnet, dass 
das biologische Material mittels elner Spritze oder Ahnlichem durch 
einen perforierbaren, selbstverschlieSenden Wandbereich (13, 20) In den 
Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der Kammer (1. 25, 45, 55, 65, 75) 

20 eingebracht wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 27, gekennzeichnet durch 
das Offnen einer trenneinheit (11) durch mechanische Manipulation von 
auBen, wobel die trenneinheit (1 1) den Innenraum (2, 26, 46, 58, 66) der 

25 Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) von einem die Lfisung enthaltenden 

Behaftnis (9, 32) trennt, welches durch die Zuleitung (7, 36, 49, 50. 52, 
56, 67, 76) mit der Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) verbindbar oder 
verbunden ist. 

30 29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Trenneinheit (11) ein Ventll ist, welches durch die mechanische 
Manipulation von au&en zumindest in eine Richtung geoffnet wird, oder 
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dass die Trenneinheit (1 1) eine fragile Membran ist, die durch von auBen 
ausgeubten Druck zerstort wird. 

30. Verfahren nach einem der AnsprOche 24 bis 29, gekennzeichnet durch 
5 das Aufnehmen des biologischen Materials und der Losung in einem 

Behalter (12, 40), der an eine Ausgangsoffriung (51) der Kammer (1 , 25, 
45, 55, 65, 75) zumindest anschlieSbar ist. 

31. Verfahren nach einem der AnsprOche 24. bis 30, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass ein die Losung enthaltendes Behaltnis (9, 32) 

zumindest teilweise durch . eine elastische und/oder deformierbare 
Wandung (17) gebildet ist und auf diese Wandung (17) von auBen ein 
Druck ausgeObt wird. 

15 32. Verfahren nach' einem der AnsprOche 24 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, dass das bioiogische Materia'! durch eine zwischen der 
Kammer (1, 25, 45, 55, 65, 75) und dem Behalter (12, 40) angeoidnete 
Trennvorrichtung (61, 64), insbesondere ein Ventil und/oder eine 
Filtereinheit (5), in den Behalter (12, 40) gespOlt wird. 

20 

33. Verfahren nach einem der AnsprOche 29 bis 32, dadurch 
. gekennzeichnet, dass das behandelte bioiogische Material mittels einer 

Spritze oder Ahnlichem durch einen perforierbaren, 
selbstverschlieBenden Wandbereich (13, 20) des Behalter (12, 40)s aus 
25 diesem entnommen wird. 

34. Verfahren nach einem der AnsprOche 24 bis 33, dadurch 
gekennzeichnet, dass das bioiogische Material lebende Zeilen, 
vorzugsweise eukaryontische Zellen, Zellderivate, subzellulare Partikel 

30 . und/oder Vesikel slnd, in welche durch das Erzeugen des elektrischeh 
Feldes biologisch aktive MolekOle, vorzugsweise Nukleinsauren. 
eingebracht werden, oder die durch das Erzeugen des elektrischen 
Feldes fusioniert werden. 
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35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass die 
biologisch aktiven MolekQIe in einer PufferlGsung geiast sind und vor 
dem Elnbringen des biologischen Materials in den Ihnenraum (2, 26, 46, 
58, 66) der Kammer (1 , 25, 45, 55, 65, 75) eingebracht werden. 

5 * 

36. Verfahren nach Anspruch 34 Oder 35, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einbringen der biologisch aktiven MolekQIe in lebende Zelien mit einer 
Stromdichte von bis zu 120 A/cm 2 , vorzugsweise- 80 A/cm 2 , lind/oder 
durch einen Spannungsimpuls mit einer Feldstarke von 2 bis 10 kV*crrf 1 

1 0 und einer Dauer von 1 0 bis 200 jas erreicht wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einbringen der biologisch aktiven MolekQIe in die Zelien durch einen auf 
den Spannungsimpuls ohne Unterbrechung fojgenden Stromfluss mit 

1 5 einer Stromdichte von 2 bis 14 A/cm 2 , vorzugsweise 5 A/crri 2 , und einer 

Dauer von 1 bis 100 ms, vorzugsweise 50 ms, erreicht wird. 
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